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■背景资料
幽门螺杆菌(He-
licobacter pylori , 
H. pylori )与慢性
胃炎和胃癌的发
生密切相关, 而H. 
pylori导致炎症和
肿瘤发生的机制
尚不十分清楚. 
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Abstract
AIM: To explore the relationship between the 
change of reactive oxygen species (ROS) and 
DNA damage caused by Helicobacter pylori (H. 
pylori) infection in gastric epithelial cells.

METHODS: H. pylori ACTC43504 (CagA+, 

VacA+) infected GES-1 cells were used in this 
study. Live cell imaging system was used to ob-
serve the change of intracellular ROS, and a mi-
croplate reader was used to detect intracellular 
ROS level. Single cell gel electrophoresis comet 
assay was used to detect DNA damage.

RESULTS: ROS level was proportional to H. 
pylori concentration, and the ROS level was the 
highest when the MOI of H. pylori was 300∶1. 
Various concentrations of N-acety-L-cysteine 
(NAC) could significantly inhibit the genera-
tion of ROS caused by H. pylori infection. H. 
pylori could cause DNA damage. After NAC 
pretreatment, the values of tail length, comet 
length, tail moment, and Olive tail moment 
had a clear downward trend compared with 
the H. pylori group.

CONCLUSION: H. pylori infection in GES-1 cells 
increases intracellular ROS level and results in 
DNA damage. Inhibition of the generation of 
ROS could reduce DNA damage.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )感染过程中活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)的变化与DNA损伤之间的关系. 

方法: 将H. pylori  ACTC43504(CagA+, VacA+)
感染正常胃黏膜系GES-1细胞, 分别通过活细
胞工作站观察细胞内ROS变化和多功能酶标
仪定量检测细胞内ROS含量. 采用凯基彗星实
验法(单细胞凝胶电泳)检测DNA损伤. 

■同行评议者
高英堂 ,  研究员 , 
天津市第三中心
医院
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■研发前沿
生理剂量的活性
氧(reactive oxygen 
species, ROS)参
与和影响细胞信
号转导, 但过高的
ROS可破坏细胞
脂质并引起DNA
链断裂, 本研究旨
在探讨H. pylori是
否通过诱导ROS
的生成增加而致
DNA损伤.

结果: ROS的水平和H. pylori的作用浓度呈正
比, 至MOI 300∶1时ROS荧光最强. 不同浓度
的N -乙酰半胱氨酸(N -acety-L -cysteine, NAC)
均可抑制H. py lo r i感染所引起的ROS的生
成. H. pylori可导致DNA损伤, NAC预处理后, 
GES-1细胞的尾长、彗星长、尾矩及Olive尾
矩数值均较H. pylori组有明显下降趋势.

结论: H. pylori作用GES-1细胞后, 可使ROS生
成增多, 损伤DNA. 抑制ROS的生成可减轻H. 
pylori感染导致的DNA损伤. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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损伤

核心提示: 活性氧(reactive oxygen species, ROS)
既可作为细胞信号转导的第二信使, 也可发挥氧
化应激损伤作用, 而这与ROS的浓度密切相关. 
研究幽门螺杆菌(Helicobacter pylori )感染过程中
ROS的水平与DNA损伤之间的关系, 对于胃癌发
病机制的研究可能提供一定的理论依据. 
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0  引言

Marshall等[1]在1984年发现了定植在胃黏膜的

幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori ). 
H. pylori是一种革兰氏阴性、微需氧菌, 其感

染约占全球人口的一半[2,3], 与多种消化系疾病

相关[4-6], 是感染相关性肿瘤最常见的病原菌[7], 
根除H. py lo r i 将有助于减少发生胃恶性肿瘤

的风险[8,9]. 而H. pylori的致病多样性与它对胃

上皮细胞凋亡和增殖的影响密切相关. 活性氧

(reactive oxygen species, ROS)是生物体内需氧

细胞在代谢过程中产生的一系列衍生物, 参与

和影响细胞信号转导等一系列生物学作用. 有
研究[10,11]表明, H. pylor i感染后可导致细胞内

ROS升高, 且ROS的变化与H. pylori的感染量

和感染时间呈正相关性. 过高的ROS发挥氧化

应激损伤作用, 可破坏细胞脂质并引起DNA链

断裂, 而生理剂量时则可作为第二信使发挥细

胞信号因子作用[12]. 因此保持机体ROS生成与

清除的平衡状态, 对于细胞的命运有着重要的

影响.  

然而体外研究大多选用的是胃癌细胞, 胃癌

细胞本身在凋亡、增殖信号传导等方面可能已

存在异常. 因此本研究选用的细胞是正常胃黏

膜细胞系GES-1, 以期更好的研究H. pylori感染

过程中ROS的水平与DNA损伤之间的关系, 以
进一步探讨H. pylori的可能致病机制, 为H. py-
lori感染相关性疾病防治策略的制定提供理论和

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃黏膜上皮细胞GES-1与H. pylori 
ACTC43504(CagA+, VacA+)标准菌株均由南昌

大学第一附属医院消化研究所提供. 细胞培养

基DMEM、胎牛血清(Hyclone公司), 无菌脱脂

羊血(泰康生物), 空肠弯曲菌琼脂基础(上海市

疾病预防控制中心), 活性氧检测试剂盒(碧云

天), 凯基彗星法DNA损伤检测试剂盒(凯基生

物). 
1.2 方法
1.2.1 细胞与H. pylori培养: 将人胃黏膜上皮细

胞GES-1加入含10%胎牛血清与1%的青链霉素

的HyClone高糖DMEM培养基, 在H. pylori感染

GES-1细胞前, 细胞培养基换用无抗生素的含

10%胎牛血清的高糖DMEM进行培养, 细胞培

养均放置在37 ℃、5%CO2的恒温孵箱中培养; 
H. pylori接种于空肠弯曲杆菌培养基中, 其中含

10%的无菌脱脂养血, 培养在37 ℃、85%N2、

10%CO2、5%O2的孵箱中培养3 d. 
1.2.2 H. pylori活菌悬液的制备: 取出已经培养3 
d的H. pylori , 用一次性塑料刮菌环将H. pylori
刮取至预先准备好的含DMEM培养基1.5 mL的
无菌EP管中, 4 ℃ 12000 g离心10 min. 离心后

弃上清, 高糖DMEM重悬, 重悬后取少量菌液

稀释成3个细菌浓度, 分别在分光光度计660 nm
处测量细菌A值, 测量3次取其平均A值, 1 A  = 
108 cfu/mL. 
1.2.3 活细胞工作站及多功能酶标仪检测GES-1
细胞内ROS变化: 将对数生长期的GES-1细胞

分成两组 ,  一组在培养基中加入不同浓度的

H. pylori活菌(MOI 25∶1、50∶1、100∶1、
200∶1、300∶1), 继续培养6 h; 另一组培养基

中加入不同浓度的N -乙酰半胱氨酸(N -acety-L -
cysteine, NAC)(5、10 mmol/L)预处理GES-1
细胞1 h, H. pylori再以不同浓度(MOI 25∶1、
50∶1、100∶1、200∶1、300∶1)感染GES-1
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■相关报道
H. pylori可引起
R O S的变化 ,  也
可导致DNA损伤, 
但在H. pylori致病
作用中, 有关ROS
浓度和DNA损伤
的关系报道不多.

细胞 ,  继续培养6  h ;  同时设计空白对照组

(GES-1细胞)和阳性对照组(GES-1+Rosup); 按
照碧云天活性氧检测试剂盒方法处理细胞并装

载荧光探针, 使用多功能酶标仪(488 nm激发波

长, 525 nm发射波长)对GES-1细胞内的ROS荧
光强度进行定量; 或使用活细胞工作站的FITC
绿色荧光通道观察GES-1细胞内ROS的荧光变

化并拍照. 
1.2.4 单细胞凝胶电泳检测G E S-1的D N A损
伤: 将对数生长期的GES-1细胞, 制备成单细

胞悬液, 进行6孔板铺板, 设计空白对照组、H. 
pylori组及NAC组, 每孔细胞数4×105个; 待贴

壁后于NAC组加入NAC(10 mmol)预处理1 h, 
然后分别在H. pylori组和NAC组按MOI 300∶
1感染GES-1, H. pylori感染6 h后弃去培养基, 
用冰冷的PBS洗1次, 胰酶消化, 离心收集后用

PBS重悬GES-1细胞密度为1×106个/mL; 按照

凯基彗星实验试剂盒方法依次进行三层凝胶

的制备、细胞裂解、D N A解螺旋、单细胞电

泳、中和与染色, 最后置于活细胞工作站荧光

显微镜中拍照, 通过CASP软件分析DNA损伤

程度. 
1.2.5 图像处理及分析方法: 采用Casp软件测量

GES-1细胞内DNA损伤, 随机选择20个细胞测

量GES-1细胞的尾长、彗星长、尾矩、Olive
尾矩. 
统计学处理  用S P S S17.0统计软件分析 . 

计量资料以mean±SD的形式表示, 多组间比

较采用单因素方差分析 ,  进行方差齐性检验 , 
P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 不同因素作用后G E S-1细胞内R O S水平
变化 从图1可以看出在6 h时间点, R O S的荧

光强度随H. pylori的作用浓度增加而增强, 至
MOI 300∶1时ROS荧光最强. 图2结果表明, H. 
pylori在300∶1感染GES-1 6 h, 阳性对照组与

单纯H. pylori组均比空白组ROS荧光强; NAC
预处理过的GES-1细胞表现出比H. pylori组更

低的R O S水平, 并且随着N A C作用浓度的增

加, ROS的荧光强度逐渐减弱. 从表1可以看出, 
H. pylor i组6 h内荧光值变化表现为ROS的水

平随H. pylori的浓度的增加逐渐增加, 且100∶
1(P <0.05), 200∶1、300∶1浓度的ROS水平与

空白组相比差异均具有统计学意义(P <0.01), 
空白对照组与5、10 mmol/L NAC组差异均有

显著统计学意义(P <0.01, 其中5 mmol/L 300∶
1时P <0.05).
2.2 不同因素作用后GES-1细胞内DNA损伤变
化 从图3可以看出H. pylori组拖尾长度较空白对

照组更长; NAC预处理后, 其彗星拖尾长度较H. 
pylori有明显缩短, 但仍较空白对照组长; 从表2
可以看出H. pylori组的尾长、彗星长、尾矩、

O l i v e尾矩均较对照组增加, 差异具有显著统

计学意义(P <0.01); NAC预处理后, 尾长、彗星

长、尾矩、Olive尾矩与H. pylori组相比呈减少
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表  1  NAC预处理1 h, 不同浓度H. pylori 感染GES-1细胞6 h后的ROS荧光值变化 (mean±SD)

分组 0 25∶1 50∶1 100∶1 200∶1 300∶1

H. pylori 72.7±8.4 72.8±7.4  77.2±15.2   97.5±20.5a 99.6±6.9b 118.3±14.3b

5 mmol/L NAC 72.7±8.4  42.3±1.7b 43.0±5.5b 50.5±3.0b 61.7±3.3b 65.4±6.0a

10 mmol/L NAC 72.7±8.4  39.2±0.2b 42.3±0.3b 44.5±0.3b 46.2±0.2b 51.5±0.3b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组. H. pylori : 幽门螺杆菌; ROS: 活性氧; NAC: N-乙酰半胱氨酸.

     

表  2  NAC预处理与H. pylori 作用GES-1细胞(MOI 300∶1)6 h后的DNA损伤检测 (mean±SD)

分组 尾长 彗星长 尾矩 Olive尾矩

Control 10±5.244 103±16.130  0.220±0.330  0.430±0.450

H. pylori+GES-1  123±32.480b  291±48.030b 27.270±8.380b 19.260±3.240b

NAC+H. pylori+GES-1    52±18.840d  159±15.690d   4.880±3.060d   7.030±3.950d 

bP<0.01 vs  Control组; dP<0.01 vs  H. pylori+GES-1组. MOI: 细菌细胞比; H. pylori : 幽门螺杆菌; NAC: N-乙酰半胱氨酸.



■创新盘点
本研究通过使用
正常胃黏膜细胞
系GES-1, 采用活
细胞工作站和多
功能荧光酶标仪
对细胞内ROS进
行定量和定性分
析 ,  N -乙酰半胱
氨酸(N -acety-L -
cysteine, NAC)作
用后使用活细胞
工作站直接观察
DNA损伤的彗星
图像 ,  更形象、
直接的说明了H. 
pylori作用后ROS
与DNA损伤之间
的关系.

趋势, 差异有显著统计学意义(P <0.01).

3  讨论

ROS由需氧细胞在代谢过程中产生, 在细胞凋

亡和增殖的调控中发挥至关重要作用. H. py-
lor i感染胃上皮细胞后可诱导氧化应激和程序

性细胞死亡[13]. 有研究[13-15]表明H. pylor i可通

过激活巨噬细胞, 进而使精胺氧化酶(spermine 
oxidase, SMO)上调, SMO可促进H2O2的生成, 
导致线粒体膜去极化, 细胞色素C从线粒体释

放到细胞质, 致Caspase3活化, 从而引起巨噬

细胞凋亡, 导致黏膜免疫的失衡, 增加慢性炎

症和癌症风险. H. pylori感染可诱导胃黏膜的

急慢性炎症 ,  伴随着中性粒细胞和巨噬细胞

的浸润 ,  成为包括H2O2在内的R O S的潜在产

生来源 [16].  这些炎症细胞可通过利用细胞因

子如肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, 

TNF-α)、γ-干扰素(in terferon-γ, IFN-γ)、白

介素-1β(interleukin-1β, IL-1β), 刺激上皮细胞

ROS的堆积, 引起氧化性损害. 在肿瘤细胞和

炎性细胞中发现氧化损伤可导致p53 突变, 表
明慢性炎症可导致基因组改变[17]. H. pylori的
提取液可促进AGS细胞内ROS水平升高, 且与

H. pylori感染浓度及时间呈正比[18]. H. pylori
提取液可直接诱导ROS的合成, 并可减少细胞

内还原型谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)
的水平, 导致DNA损伤[19]. 也有研究[20]表明H. 
pylori菌体本身即可产生ROS. 细胞内含有一系

列抗氧化系统以尽量维持体内ROS平衡状态, 
宿主依靠细胞和组织适应或者抵抗氧化应激

以及修复或清除受损的分子和细胞得以存活, 
但ROS的生成往往超过细胞的抗氧化能力, 导
致机体处于氧化应激状态. ROS是细胞功能的

重要调节器, 高浓度的ROS可损伤细胞脂质、

WCJD|www.wjgnet.com 2014-12-18|Volume 22|Issue 35|
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图  1  幽门螺杆菌以不同浓度感染6 h时GES-1细胞内ROS荧光变化(×200). A: GES-1; B: MOI 25∶1; C: MOI 50∶1; D: 
MOI 100∶1; E: MOI 200∶1; F: MOI 300∶1. ROS: 活性氧; MOI: 细菌细胞比.



DNA和蛋白质, 破坏正常细胞功能, 进而促进

细胞凋亡或坏死, 而低水平ROS对细胞有促增

殖作用[21]. NAC本身具有抗氧化活性, 同时可

增加谷胱甘肽的抗氧化能力, 其还原型巯基可

通过调控氧化应激基因的表达, 从而发挥抑制

氧化应激的作用[22]. 本研究将处理过的GES-1
细胞装载DCFH-DA荧光探针后, 使用活细胞

工作站观察ROS荧光亮度的变化, 得到一个形

象直观的结果, 但由于荧光显微镜下曝光时间

的不同, 可能出现荧光值的变化, 因此本实验

同时在多功能荧光酶标仪下对ROS进行定量检

测, 而且本研究采用的是96孔黑色底透微孔板, 
可以很好的防止各孔之间荧光的干扰, 更为客

观、真实. 通过结合上述两种方法, 发现H. py-

■应用要点
本研究证实NAC
作用于H. pylori
感染的GES-1细
胞后 ,  通过减少
ROS的水平, 减轻
DNA损伤 ,  这对
临床应用抗氧化
剂用于胃癌的防
治提供了一定的
实验依据.
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图  2  NAC预处理后, 幽门螺杆菌以MOI 300∶1感染GES-1细胞6 h时ROS荧光变化(×200). A: Blank; B: Rosup; C: 幽门螺杆菌; 
D: 5 mmol/L NAC; E: 10 mmol/L NAC. MOI: 细菌细胞比; ROS: 活性氧; NAC: N-乙酰半胱氨酸.

图  3  NAC预处理与幽门螺杆菌感染GES-1细胞(MOI 300∶1)6 h时DNA损伤变化(×200). A: GES-1; B: 幽门螺杆菌; C: NAC. 
MOI: 细菌细胞比; NAC: N-乙酰半胱氨酸.
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lori感染GES-1细胞后, ROS的含量与H. pylori
的作用浓度呈正比 ,  N A C能够明显的抑制H. 
pylor i作用后的ROS水平. 有文献报道称二氢

二氯荧光素(2',7'-dichlorofluorescin, DCFH2)
在细胞内可被羟自由基、过氧化氢、过氧亚

硝基等氧化成有荧光的氧化型二氯荧光素(d i-
chlorofluorecin, DCF), 但是超氧阴离子并不能

使DCFH2转变成有荧光的DCF[23,24]. 超氧阴离

子主要在线粒体产生[25], 因而进一步检测超氧

阴离子可能更好的反应线粒体水平的R O S变
化情况. 

慢性H. p y l o r i 感染一方面可通过其毒力

因子使上皮细胞发生致瘤性转化, 同时慢性H. 
pylori感染可引起过度的免疫反应, 导致慢性炎

症. 由炎症所激发的ROS、细胞因子及趋化因

子将导致D N A损伤突变、遗传性状改变及基

因组不稳定, 可促进胃上皮细胞的癌变几率[26]. 
有研究[27]表明致癌物质二乙基亚硝胺(diethyl-
nitrosamine, DEN)诱导的DNA损伤可促进坏死

性细胞死亡, 导致炎症反应, 进而促进肿瘤的发

展. 也有研究[28]表明ROS的产生可引起DNA链

断裂, DNA损伤可激活p53信号途径, 从而导致

线粒体功能障碍, 并引发凋亡因子释放入胞质, 
激Caspase并最终引起细胞凋亡. H. pylori感染

可促进肿瘤细胞AGS的ROS生成, 造成细胞氧

化性DNA损伤与细胞凋亡, 抗氧化剂可通过减

少ROS, 进而减轻DNA损伤, 防止细胞凋亡[29]. 
NAC是经典的抗氧化剂, H. pylori感染可诱导

Caspase活化和DNA断裂, 抗氧化剂NAC处理

细胞后可抑制H. pylori感染后所诱导的细胞凋

亡[13]. Dulger等[30]研究认为根除H. pylori后可显

著减少外周血淋巴细胞DNA损伤和氧化应激, 
有助于降低发展成胃癌的风险. 因而ROS的含

量变化在H. pylori感染所诱导的DNA损伤中起

到重要的作用. 本实验采用CASP软件分析彗星

的尾长、彗星长、尾矩、Olive尾矩作为DNA
损伤的参考指标. 通过H. pylori以MOI 300∶1
感染正常胃黏膜细胞系GES-1细胞6 h的DNA
损伤结果发现, H. pylori组的尾长、彗星长、

尾矩、Olive尾矩较未感染H. pylori组有明显的

增加, 表明H. pylori可引起胃上皮细胞的DNA
损伤. 我们又通过抗氧化剂NAC预处理GES-1
细胞, 发现NAC组的各DNA损伤指标数值较H. 
pylor i组的有明显降低, 表明NAC可明显减轻

DNA损伤. 根据前期ROS检测结果, 表明NAC

通过减少H. pylori升高的ROS, 从而减轻氧化

性DNA损伤. 
总之, 本研究通过H. pylori感染GES-1表明, 

H. pylori感染可导致胃上皮细胞内ROS含量升

高, 进而导致氧化性DNA损伤, 而抗氧化剂能减

轻这种DNA损伤. 
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■同行评价
本文利用正常胃
黏膜系GES-1细
胞分析H. pylori感
染过程中ROS的
增加与DNA损伤
之间的关系, 具有
一定的研究价值.
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